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El  desarrollo  de  enfisema  es  un  aspecto  característico  de  la  enfermedad  pulmonar 
obstructiva  crónica  (EPOC),  siendo  el  humo  de  tabaco  el  principal  factor  de  riesgo. 
Actualmente,  el  tratamiento  de  la  EPOC  consiste  en  la  administración  de 
broncodilatadores y corticoesteroides para controlar la función pulmonar, los síntomas 




daño  hepático,  degeneración  testicular,  ateroesclerosis,  enfermedades 
cardiovasculares  o  hipertensión.  Para  evaluar  los  efectos  del  LGF  en  un modelo  de 
enfisema, analizamos parámetros morfométricos  y  funcionales a nivel pulmonar, así 
como  la  actividad metaloproteásica  y diversos marcadores de daño  y de  reparación 
tisular como VEGF, PCNA, 3‐NT y Nrf2 en ratones C57BL6/j expuestos de forma crónica 
al humo de tabaco y tratados posteriormente con una dosis adecuada de LGF por vía 
intraperitoneal.  Los  ratones  expuestos  al  humo  de  tabaco  presentaron  un 
agrandamiento  significativo  de  los  espacios  alveolares  (Lm),  mayor  área  interna 




síntomas  de  recuperación  de  función  pulmonar  que  correlacionó  con  una  menor 
actividad metaloproteásica, un descenso en la expresión de 3‐NT y un incremento en la 
expresión de VEGF, PCNA y Nrf2. Por lo tanto, este estudio aporta evidencias de que el 
LGF  presenta  efectos  terapéuticos  en  un  modelo  de  enfisema  previamente 









is based on  the administration of bronchodilators and  corticosteroids  to  control  the 
lung  function,  the symptoms and exacerbations, but  there are no effective  therapies 
directed  to  reverse  the  progression  of  the  disease.  Liver  growth  factor  (LGF)  is  an 
albumin‐bilirubin  complex with mitogenic  properties, whose  therapeutic  effects  has 
been previously  reported  in  several  rodent models  such as  injured  liver, Parkinson`s 
disease,  testis  degeneration,  atherosclerosis,  heart  or  hypertension.  To  address  the 
therapeutic  effect  of  LGF,  morphometric  and  lung  function  parameters,  matrix 
metalloproteinase (MMP) activity and the expression of several markers such as VEGF, 
PCNA,  3‐NT  and  Nrf2 were  assessed  in  air‐exposed  and  CS‐exposed  C57BL/6j male 
mice with and without  intraperitoneal  (i.p.)  injection of LGF administered after  long‐
term  cigarette  smoke  exposure  (CSE).  CS‐exposed  mice  presented  a  significant 
enlargement  of  alveolar  spaces  (Lm),  higher  alveolar  internal  area  (AIA)  and  loss  of 
lung function that correlated with higher MMP activity, higher expression of 3‐NT and 
lower expression of VEGF. CS‐exposed mice and then i.p. injected with LGF, showed an 
amelioration  of  emphysema  and  improved  lung  function  that  correlated with  lower 
MMP activity and 3‐NT expression, and higher  levels of VEGF, PCNA and Nrf2. Thus, 
this  study  provides  evidence  that  LGF  administration  produced  therapeutic  effects 










































































































3‐NT       3‐nitrotirosina 
ADN       Ácido desoxiribonucleico 
ADNc       Ácido desoxiribonucleico copia 
AIA       Área interna alveolar 
AP‐1       Proteína activadora 1 (Activator protein 1) 
ARNm      Ácido ribonucleico mensajero 
BCA       Ácido bicinconínico 
BMP       Proteína morfogénica ósea (Bone Morphogenetic Protein) 
BSA       Albúmina de suero bovino (Bovine serum albumin) 
Ca2+       Calcio 
CCD       Charged coupled device 
CD       Complejo de diferenciación (Cluster of differentiation) 
COHb       Carboxi‐hemoglobina 
EEM       Error estándar de la media 
EGF       Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor) 
EPOC       Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
FGF       Factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast growth factor) 
GM‐CSF     Granulocyte‐macrophage colony‐stimulating factor 
GOLD       Global initiative for chronic obstructive lung disese 
H2O       Agua 
HGF       Factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte growth factor) 
IGF       Factor de crecimiento insulínico (Insulin‐like growth factor) 
IIS       Instituto de investigaciones sanitarias 
KGF   Factor de crecimiento de queratinocitos (Keratinocyte growth 
factor) 
LGF       Factor de crecimiento de hígado (Liver growth factor) 




LPS       Lipopolisacárido 
MMP       metaloproteasa de matriz (Matrix metalloproteinase) 
NAC       N‐acetilcisteina 




NO       Óxido nítrico 
Nrf2       Nuclear factor (erythroid‐derived 2)‐like 2 
O2‐       Anión superóxido 
OMS       Organización mundial de la salud 
ONOO‐     Anión peroxinitrito 








RNS       Especies reactivas de nitrógeno (Reactive nitrogen species) 
ROS       Especies reactivas de oxígeno (Reactive oxygen species) 
S1P       Esfingosina‐1‐fosfato (Sphingosine‐1‐phosphate) 
SDRA       Síndrome de distrés respiratorio agudo 
sGC      Guanilato ciclasa soluble (soluble guanylate cylcase) 
SHH       Sonic hedgehog protein 












Vmax       Volumen máximo a 30 mbares 






























el  carácter  destructivo  de  lo  que  hoy  se  define  como  enfisema  (137).  Haciendo 
referencia  a  sus  orígenes  griegos,  la  palabra  enfisema  podría  traducirse  como  “aire 




Desde  aquellas  primeras  descripciones,  han  transcurrido  200  años  de 
innumerables estudios que han ayudado a la comunidad científica a establecer lo que 
hoy  conocemos  como  enfermedad  pulmonar  obstructiva  crónica  (EPOC),  la  cual  se 
define  como  una  enfermedad  evitable  y  tratable,  con  afectación  sistémica,  que  se 
caracteriza por una limitación progresiva y a veces persistente del flujo aéreo asociada 
a  una  respuesta  crónica  inflamatoria  en  las  vías  aéreas  y  en  el  pulmón  frente  a 
partículas o gases nocivos. 
 





tanto  a  la  población  como  a  los  organismos  de  gobierno  y  salud  pública  sobre  la 
gravedad  de  la  enfermedad  y  ofrecer  a  su  vez  ciertas  pautas,  directrices  y 










Según  la Organización mundial  de  la  Salud  (OMS)  en  estimaciones  del  2007, 
alrededor de 210 millones de personas sufren las consecuencias de la EPOC. En el año 
2005, 3 millones de personas murieron a causa de esta enfermedad (5% de las muertes 
en  todo  el mundo).  La  EPOC  es más  frecuente  en  fumadores  y  ex  fumadores,  en 
personas de más de 40 años, y más frecuente en hombres que en mujeres. Otros datos 
publicados por  la OMS establecen que  la EPOC será  la causante, en el año 2020, del 
27% de  las muertes  asociadas  al  consumo de  tabaco  solo  superada por  el  cáncer  y 
enfermedades  cardiovasculares.  De  hecho,  en  1990  la  EPOC  era  la  sexta  causa  de 
muerte en el mundo y se prevé que para el año 2030 alcance la tercera posición (83). 
 












Sin embargo, históricamente  los estudios epidemiológicos  sobre  la EPOC han 
sido  escasos  y  a  menudo  imprecisos  debido  a  diferencias  en  los  métodos  de 
recopilación de datos, en  los métodos de diagnóstico o en el enfoque analítico  (51). 
Hasta  2001,  sólo  se  habían  realizado  32  estudios  de  prevalencia  de  EPOC  a  escala 










enfermedades  cardiovasculares,  la  EPOC  se  sitúa  como  una  enfermedad  de  bajo 
impacto  en  la  opinión  pública  y  con  recursos  insuficientes  para  asistencia  e 




advertido a  los organismos de gobierno  la necesidad de  tomar medidas. Ejemplo de 
ello  es  la  iniciativa  GOLD  nombrada  anteriormente.  En  Europa,  las  sociedades 
científicas neumológicas han llevado a cabo, en los últimos años, una intensa labor de 
difusión  sobre  la  realidad  de  las  enfermedades  respiratorias  obteniendo  como 
resultado el  reconocimiento de estas patologías como prioritarias en  la  investigación 
biomédica europea. Del mismo modo en España, el Sistema Nacional de Salud, publicó 
en  2009  la  estrategia  en  EPOC  con  el  objetivo  de  identificar  posibles  carencias  y 
deficiencias de la organización asistencial y establecer objetivos y recomendaciones de 







La  EPOC  es  una  enfermedad  compleja  y  su  desarrollo  depende  de  diversos 
factores. El más importante es la exposición al humo de tabaco dado que el 90% de las 
personas  diagnosticadas  con  EPOC  son  o  han  sido  fumadores.  En  este  contexto,  se 
estima que la prevalencia de la enfermedad aumentará con el paso de los años debido 
a que en  la actualidad, el número de personas que fuman es mayor que en cualquier 












determinados  gases  derivados  de  las  actividades  realizadas  en  granjas, 




‐ Actividad  física:  Estudios  experimentales  describen  que  existe  una  mejor 
respuesta antiinflamatoria derivada de  la práctica de ejercicio  físico de  forma 
regular. 
 




‐ Factores  genéticos:  Los  polimorfismos  o  alteraciones  genéticas  presentes  en 
cada individuo, determinarán la expresión de proteínas implicadas en procesos 
como  reparación  de  matriz  extracelular  (MMPs,  α1‐antitripsina)  respuesta 






La  EPOC  se  caracteriza  por  una  limitación  al  flujo  aéreo  ocasionada  por  el 

















respuesta  inmune  innata.  Esta  respuesta  estimula  la  liberación  de  mediadores  de 
inflamación (citoquinas y quimioquinas) que favorecen el reclutamiento y activación de 
macrófagos  y  neutrófilos  que,  a  su  vez,  secretan más mediadores  de  inflamación  y 








adaptativa  al  ser  reconocidos  por  las  células  dendríticas  y macrófagos  (66).  Ambos 
tipos  celulares  actúan  como  células  presentadoras  de  antígeno migrando  hasta  los 
nódulos  linfáticos para activar  a  los  linfocitos T CD4+  y CD8+. Una  vez  activados,  los 
linfocitos  T  pueden  viajar  por  el  torrente  sanguíneo  hasta  infiltrarse  en  el  tejido 
dañado  donde  liberarán  más  mediadores  de  inflamación  y  enzimas  proteolíticas 
(perforina, granzima A y B, granulisina) contribuyendo a la destrucción del parénquima 
pulmonar. En estudios previos se ha descrito que en personas con EPOC, el número de 




obstrucción  al  flujo  aéreo  y  el  grado  de  enfisema  (118).  Además,  en  pulmones  de 
fumadores con EPOC y enfisema, el número de células epiteliales y endoteliales que 
sufren apoptosis, correlaciona con la duración del hábito tabáquico y con el número de 




Por otro  lado, se ha demostrado  la presencia de  linfocitos B en el parénquima 












macrófagos  y  neutrófilos  activados  durante  el  proceso  inflamatorio,  también 
contribuyen a la liberación endógena de ROS (105). A nivel molecular, la presencia de 
ROS y radicales  libres puede  iniciar una respuesta  inflamatoria mediante  la activación 
de factores de transcripción como NF‐ĸB o AP‐1,  los cuales favorecen  la expresión de 
genes  pro‐inflamatorios  (106).  Las  ROS  también  pueden  inducir  peroxidación  de 
lípidos,  alterando  así  la  integridad  de  la  membrana  celular  y  la  expresión  de 
receptores. Por otro lado, la interacción entre el peroxinitrito (ONOO‐) y la tirosina de 
las proteínas da lugar a un producto estable que es la 3‐nitrotirosina (3‐NT), alterando 







Tanto  las  vías  aéreas  como  los  espacios  alveolares  están  continuamente 
expuestos a agentes oxidantes externos, de modo que la respuesta antioxidante debe 
ser eficaz. El factor de transcripción Nrf2 juega un papel importante en la activación de 
la  respuesta  antioxidante  dado  que  es  capaz  de  inducir  la  expresión  de  una  gran 
variedad de  genes  implicados en  la  respuesta  frente  al estrés oxidativo  (11, 64).  En 
situaciones  patológicas  como  la  EPOC,  esos mecanismos  de  defensa  no  funcionan 
correctamente. En este sentido, en modelos de ratones Nrf2‐/‐ expuestos al humo de 
tabaco, se ha descrito una mayor respuesta  inflamatoria (26, 58), así como un mayor 
número  de  células  apoptóticas  (107)  proponiendo  que Nrf2  no  solo  participa  en  la 







La  matriz  extracelular  está  constituida  por  un  entramado  de  proteínas  y 
glicoproteínas entre las que se incluyen elastina, laminina, fibronectina, diversos tipos 
de  colágeno,  heparina  y  proteoglicanos  cuya  función  principal  es  ofrecer  soporte  y 
anclaje tanto a células como a vasos sanguíneos (28). Las proteasas de matriz (MMPs, 
NE)  son  enzimas  proteolíticas  capaces  de  degradar  componentes  de  la  matriz 
extracelular.  En  condiciones  fisiológicas  normales,  esta  actividad  proteásica  es 
regulada por  inhibidores de proteasas (TIMPs, α1‐antitripsina), de modo que tanto  las 
proteasas  como  sus  inhibidores  actúan  de  forma  coordinada  en  procesos  de 
renovación y mantenimiento de  la matriz extracelular. Sin embargo, si este equilibrio 
se  ve  alterado,  puede  haber  un  exceso  de  degradación  de matriz  extracelular.  La 
evidencia más extendida  respecto al desequilibrio proteasa‐antiproteasa es el hecho 
de  que  las  personas  con  deficiencia  en  la  expresión  de  α1‐antitripsina  (inhibidor  de 
elastasa  neutrofílica),  tienen mayor  susceptibilidad  a  desarrollar  enfisema  de  forma 
prematura  (24, 68).  En el  contexto de  la EPOC,  la  respuesta  inflamatoria provocada 
inicialmente por  la acción dañina del humo del  tabaco,  favorece  la activación de  los 





componentes  de  matriz  extracelular.  Los  fragmentos  de  elastina  y  los  péptidos 
derivados de  la degradación del  colágeno,  junto  con otros  restos de matriz, pueden 
actuar como qumioatrayentes de monocitos circulantes, neutrófilos y más macrófagos 
perpetuando así  la respuesta  inflamatoria y  la destrucción del parénquima pulmonar 
(43, 61). 
 
De  todas  las  proteasas  capaces  de  degradar  la  matriz  extracelular,  las 
metaloproteasas  de matriz  (MMPs)  en  particular,  han  sido  ampliamente  estudiadas 
debido  a  su  relevante  participación  en  el  desarrollo  de  enfisema.  Pertenecen  a  la 
familia de endopeptidasas dependientes de Zn2+ y Ca2+ y en  la actualidad se conocen 
24  tipos  diferentes  agrupadas  en  6  categorías  en  base  a  criterios  funcionales  y 
estructurales:  colagenasas,  gelatinasas,  estromielinasas,  metaloproteasas  de  matriz 
asociadas  a  membrana,  elastasas  y  matrilisinas  (13).  Inicialmente,  las  MMPs  son 
secretadas en  forma de pro‐enzimas  inactivas  y  son  activadas posteriormente en  el 
espacio extracelular mediante una cascada proteolítica que se puede  iniciar por otras 




















En  cuanto  a  la MMP‐12,  conocida  también  como metaloelastasa  o  elastasa 













lugar al enfisema, establece que  la respuesta  inflamatoria originada por  la acción del 
humo de  tabaco  favorece  la  llegada a  los pulmones de macrófagos y neutrófilos,  los 
cuales  secretan  sus  proteasas  al medio  extracelular  contribuyendo  al  desequilibrio 
proteasa‐antiproteasa y por  tanto a  la destrucción de matriz y células alveolares. Sin 




Recientemente  y  basándose  en  las  observaciones  de  Liebow  quien  describió 
que en cortes histológicos de pulmones con enfisema  las paredes o septos alveolares 
eran extremadamente finos y prácticamente sin vascularización (71), se han  llevado a 
cabo  diversos  estudios  bajo  la  hipótesis  de  que  el  enfisema  se  origina  debido  a  la 
muerte por apoptosis de  células endoteliales y epiteliales  ligada a  la destrucción de 
matriz extracelular (3, 16, 141). 
 
El  factor  de  crecimiento  endotelial  vascular  (VEGF),  es  una  molécula 




encuentra  en  grandes  cantidades  en  los  pulmones  siendo  muy  importante  en  el 
mantenimiento del endotelio. En cuanto a su implicación en el desarrollo de enfisema, 
se ha demostrado que tanto los niveles de VEGF como de su receptor (VEGFR2) están 
disminuidos  en  el  tejido  pulmonar  de  individuos  con  enfisema  en  comparación  con 
individuos  sanos  y  ese  descenso  correlaciona  con  un  incremento  de  fenómenos 
apoptóticos en células alveolares (62, 80). En estudios con animales, se observó que al 
inducir  el  bloqueo  del  receptor  de  VEGF  en  ratas,  éstas  desarrollaban  enfisema  y 
presentaban  también mayor  estrés  oxidativo  en  los  pulmones  (63,  130),  sugiriendo 
que un descenso de la señalización de VEGF puede dar lugar a apoptosis. La red capilar 
es imprescindible para el mantenimiento y la supervivencia del epitelio que constituye 
las  paredes  alveolares,  cuyas  células  son  a  su  vez  las  responsables  de  la  síntesis  y 







funcionamiento  de  la  respuesta  antioxidante  y  la  acción  descontrolada  de  las 
proteasas, dan  lugar a  fenómenos de destrucción de matriz extracelular, apoptosis y 




















epiteliales dañadas, entre  los que se  incluyen citoquinas, quimioquinas,  interleucinas, 









celular  mediante  la  regulación  de  mecanismos  de  supervivencia,  migración  y 
diferenciación  celular  y  de  apoptosis. Mientras  que  en  la  fase  embrionaria  y  en  las 
primeras  etapas  del  recién  nacido  los  factores  de  crecimiento  regulan  procesos 
implicados en el correcto desarrollo del feto y en la organogénesis, en la etapa adulta 
intervienen en procesos  relacionados  con  la  reparación  y  renovación de  tejidos que 
han  sido  previamente  dañados  a  causa  de  enfermedades,  infecciones,  heridas 
traumáticas, envejecimiento celular, etc. 
 
Como  norma  general,  las  rutas  de  señalización  activadas  por  la  unión  de 
factores de crecimiento a receptores de la categoría tirosina quinasa (EGF, FGF, VEGF, 
PDGF) promueven  la activación de procesos de proliferación y diferenciación celular, 
mientras  que  las  rutas  de  señalización  activadas  por  la  unión  de  factores  de 
crecimiento a receptores de la categoría serina/treonina quinasa (familia TGF‐β, BMP‐
4) tienden a  lo contrario. De este modo en  los pulmones del  individuo adulto, ambos 
mecanismos  de  señalización  se  mantienen  en  equilibrio  para  preservar  tanto  la 
estructura  como  la  función  pulmonar  (17,  136).  En  los  pulmones,  se  han  descrito 
diversos  factores  de  crecimiento  que  son  relevantes  para  el mantenimiento  de  la 
homeostasis pulmonar  (tabla 1), de modo que  la  alteración de  la expresión o de  la 
actividad  de  algunos  de  estos  factores  de  crecimiento  puede  asociarse  a  diversas 
patologías. Por ejemplo, en cultivos de fibroblastos aislados de personas con EPOC, se 
demostró  que  la  producción  de  HGF  está  disminuida  (102)  y  en  fumadores  se  ha 
observado que el grado de obstrucción al flujo aéreo está correlacionado con niveles 
más bajos de ARNm de HGF en tejido pulmonar (9). En este aspecto, la alteración de la 
producción de HGF en  los  fibroblastos puede  contribuir al desarrollo de enfisema al 
favorecer  fenómenos  de  apoptosis  en  células  endoteliales  y  epiteliales.  Respecto  a 
VEGF, también se comprobó que en personas con enfisema, la expresión de VEGF y de 
su  receptor  VEGFR2  estaba  disminuida  y  coincidía  con  un  aumento  de  fenómenos 




desarrollan  enfisema  espontáneamente por  la muerte de miofibroblastos  alveolares 





















frente  a  las partículas nocivas que  componen  el humo del  tabaco.  Sin  embargo, en 
personas  con  EPOC,  esta  barrera  queda  seriamente  dañada  dando  lugar  a  un 
remodelado  epitelial  aberrante  con  la  consecuente  pérdida  de  funcionalidad.  El 
epitelio  alveolar  está  compuesto  por  dos  poblaciones  celulares  diferentes  por  su 
morfología y fisiología (Figura 2). Los neumocitos tipo 1 son células planas y de aspecto 
laminar,  las  cuales  constituyen  alrededor  del  90‐95%  de  la  superficie  para  el 
intercambio  gaseoso,  mientras  que  los  neumocitos  tipo  2  son  células  cuboidales 
encargadas  de  sintetizar  y  secretar  el  surfactante  que  recubre  y  protege  el  epitelio 















afirmaron  que  el  tratamiento  con  ácido  retinoico,  un  derivado  de  la  vitamina  A, 









el  empleo  del  ácido  retinoico  en  personas  con  enfisema  no  tenía  ningún  efecto 
terapéutico (76). Del mismo modo, en otros modelos animales con enfisema inducido 
tampoco  se  pudo  demostrar  que  el  tratamiento  con  ácido  retinoico  favoreciera  la 
recuperación  del  epitelio  alveolar  (45,  86,  114).  Más  recientemente,  Takahashi  y 
colaboradores han destacado que  la  administración de  simvastatina,  inhibidor de  la 
síntesis  del  colesterol  con  propiedades  anti‐inflamatorias,  promueve  también  la 
proliferación  de  células  epiteliales  y  revierte  el  enfisema  inducido  por  elastasa  en 
ratones  (127).  Otro  tratamiento  aprobado  en  los  últimos  años  está  basado  en  la 
administración de estimuladores de  la enzima guanilato ciclasa  soluble  (sGC),  la cual 
presenta  propiedades  antiinflamatorias  y  participa  en  el  mantenimiento  del  tono 





en  el  epitelio  alveolar  de  ratones  (53,  92),  así  como  su  capacidad  de  estimular 
angiogénesis mediante la movilización de células progenitoras endoteliales en ratones 
con enfisema  inducido (60). Del mismo modo, el empleo de KGF también favorece  la 
proliferación  de  los  neumocitos  tipo  2  (131).  Además  se  ha  destacado  su  efecto 
protector frente al desarrollo de enfisema (101) en un modelo de ratón. Una tercera 














descritas  por  primera  vez  en  un modelo  de  daño  hepático  inducido  en  ratas  (31). 
También  se  han  detectado  niveles  elevados  de  LGF  en  el  suero  de  personas  con 
hepatitis, observando que tanto la estructura como la actividad del LGF es muy similar 
en  humanos  y  roedores  (34).  Presenta  una  dosis  efectiva más  baja  que  la  de  otros 
factores de  crecimiento,  llegando  a  ser  eficaz  a nivel de microgramos  (µg)  (36,  37). 
Tanto en experimentos  in vitro como  in vivo,  se ha demostrado que  la actividad del 
LGF promueve  la síntesis de ADN y proteínas y el aumento de células PCNA+ (37). Las 
propiedades como agente antifibrótico  (33) y antioxidante  (20), así como  los efectos 
regenerativos  del  LGF,  han  sido  previamente  descritos  en  otros  modelos  de 
enfermedades  como  por  ejemplo  daño  hepático  (32),  Parkinson  (47,  48,  110), 
degeneración  testicular  (96),  enfermedades  cardiovasculares  (19,  121),  hipertensión 
(21)  y  ateroesclerosis  (121,  126).  Además,  en  estudios  previos  llevados  a  cabo  por 







En  el  mundo  de  la  ciencia,  el  desarrollo  de  modelos  animales  es  un  paso 
necesario  y  obligado,  dado  que  posibilita  la  investigación  de  los  aspectos  más 
importantes  de  las  enfermedades  humanas  y  por  lo  tanto  facilita  el  desarrollo  de 
posibles tratamientos. 
 
Normalmente  en  la  EPOC,  los  modelos  animales  no  reflejan  fielmente  los 
principales síntomas dado que ésta es una enfermedad muy compleja y depende de 
muchos factores. Sin embargo, mediante  la exposición a gases tóxicos como el humo 
de  tabaco,  los  animales  empleados  como  modelo  pueden  desarrollar  lesiones 
semejantes a  las encontradas en personas con EPOC. Dependiendo de  la  intensidad y 











incluyen  cobayas  y  roedores  como  las  más  comunes  (120,  139).  Existen  dos 
procedimientos generales de administración de humo de tabaco: el denominado “nose 
only”  donde  la  combustión  del  cigarrillo  es  conducida  directamente  a  la  nariz  del 
animal y el “whole body”, donde el animal es expuesto íntegramente en una cámara a 
una  concentración  controlada  de  humo  para  asegurar  unos  niveles  estables  y  no 
tóxicos de carboxihemoglobina  (COHb)  (97, 98). Conceptualmente diferentes, ambos 
métodos se han utilizado indistintamente y se han mostrado similares en cuanto a los 









funcional en  los modelos animales no  son del  todo equiparables a  lo que ocurre en 








coste  y  fácil  manejo,  al  buen  conocimiento  de  su  genoma,  a  la  disponibilidad  de 




anticuerpos  específicos  para  su  uso  en  el  laboratorio  y  a  la  disponibilidad  de  una 
amplia  gama  de  cepas  que  ofrecen  diferentes  susceptibilidades  en  su  respuesta  al 
humo de tabaco (5, 15, 50, 77). Si la exposición se realiza durante un periodo de 3 a 6 
meses, se puede generar el patrón morfométrico pulmonar de  la EPOC con presencia 
de  células  inflamatorias  típicas,  mediadores  de  inflamación  y  cambios  funcionales 
propios de la enfermedad (116). Las cobayas también presentan algunas ventajas a la 
hora  de  generar  modelos  de  EPOC  ya  que  son  animales  muy  susceptibles  para 
desarrollar  la  enfermedad  tras  pocos  meses  de  exposición  (140),  pero  la  escasa 
disponibilidad de anticuerpos específicos supone una gran limitación para su uso como 

























La  EPOC  es  una  enfermedad  compleja  cuyo desarrollo  depende  de múltiples 
factores.  Además  los  síntomas  más  característicos  de  la  EPOC  se  manifiestan  con 
mayor  intensidad  en  estadios  avanzados  de  la  enfermedad,  lo  cual  hace  que  sea 
complicado  tanto  su diagnóstico  temprano,  como el desarrollo de  tratamientos que 
puedan revertir esos síntomas. Por otro lado, las propiedades terapéuticas del LGF han 
sido  previamente  descritas  en  otros  modelos  de  enfermedad  pulmonar  y 
extrapulmonar. En este contexto, esta tesis plantea el estudio de los efectos derivados 











 Evaluar  las  alteraciones morfológicas  y  funcionales  a  nivel  pulmonar  en  los 
ratones expuestos al humo de tabaco. 
 





























































































Los  ratones  se  situaron  en  grupos  de  10  en  una  cámara  de  exposición,  al 
interior de la cual, se bombeó el humo de un cigarrillo junto con aire exterior (relación 
v/v  1:6)  para  evitar  síntomas  de  asfixia  en  los  ratones  (Figura  3).  Para  generar  una 
corriente  hacia  el  interior  de  la  cámara  de  exposición  se  empleó  una  bomba 
peristáltica (modelo 7518‐00; Cole‐Parmer Instrument Company). El grupo control fue 
sometido  al  mismo  protocolo,  pero  sin  humo  de  tabaco. Durante  el  periodo  de 
exposición y de forma periódica, se comprobó la eficiencia de la exposición, mediante 
el  análisis  de  los  niveles  de COHb  en  sangre,  30 minutos  después  de  la  exposición, 
mediante un CO‐Oxímetro  (IL 682TM;  Instrumentation  Laboratory).  La extracción de 
sangre se realizó a través de la punción del seno retro‐orbital de los animales. Por otro 
















4ºC  después  de  comprobar  la  ausencia  de  otros  factores  de  crecimiento  y/o 
contaminantes  en  la  preparación.  Antes  de  administrar  el  LGF  a  los  ratones,  se 
resuspendió  en  solución  salina  (0,9% NaCl;  Braun).  24  horas  después  de  finalizar  el 
periodo  de  exposición  al  humo  de  tabaco,  a  cada  ratón  se  le  administraron  4 
inyecciones de LGF durante un periodo de 2 semanas a razón de dos  inyecciones por 
semana. En cada inyección la dosis óptima de LGF fue de 1,7 µg por ratón, con la que 














































Los animales  se mantuvieron anestesiados durante  la  toma de  imágenes  con 
una mezcla del 2% de  isofluorano  (Forane; Abbott Laboratorios), 2  l/min de oxígeno 
usando  un  sistema  de  anestesia  inhalatoria  (Harvard  Apparatus).  Previo  a  la 
adquisición de las imágenes, a cada ratón se le administraron a través de la vena de la 
cola, 2 nmoles diluidos en 150 µl PBS de una sonda capaz de emitir fluorescencia al ser 
activada  específicamente  por metaloproteasas  (MMPSense™680;  VisEn Medical).  La 
longitud de onda de excitación es de 680 nm y la de emisión de700 nm, la vida media 
es de 24 horas en sangre y de 72 horas en tejido y se metaboliza en el hígado. 24 horas 
después  de  la  inyección  de  la  MMPSense™680  y  de  la  exposición  a  tabaco,  se 






enfriada a  ‐90°C,  con un  campo de visión a 7,5  cm  sobre  la posición de  la muestra, 
ubicada a su vez en una cámara oscura acoplada a un sistema  informático basado en 
Windows. Dado que el pelo de los ratones impide que el equipo detecte la emisión de 
fluorescencia procedente de  los pulmones,  fue necesario afeitar  la zona del  tórax de 
cada ratón y aplicar crema depilatoria para eliminar el pelo. Las imágenes se analizaron 
usando  el  software  Living  Image®  3.1  (Xenogen  Corporation).  Este  software  usa  la 
técnica de la descomposición espectral (spectral unmixing) para reducir los efectos de 
la  autofluorescencia  que  se  desprende  de muchos  tejidos  y  calcular  la  contribución 
específica  del  fluoróforo  utilizado.  La  señal  fluorescente  detectada  en  cada  animal 









de  30 mbares.  Para  ello  se  utilizó  un  respirador/ventilador  electrónico  diseñado  y 
testado previamente por el Dr. Ruiz Cabello y colaboradores  (67). Para el registro de 
este  parámetro,  a  cada  ratón  se  le  administró  una  dosis  de  xilacina/ketamina  (100 
µl/ratón 1:2 v/v). Bajo un estado de anestesia profunda, a  cada animal  se  le acopló 
quirúrgicamente  una  cánula  en  la  tráquea,  la  cual  a  su  vez  se  conectó  al 
respirador/ventilador  mediante  un  pequeño  tubo  elástico.  Una  vez  que  el  animal 
queda  conectado  al  respirdor/ventilador,  éste  introduce  aire  en  los  pulmones  del 
animal hasta que detecta que  la presión alcanzada es de 30 mbares. En este punto, 
registra  el  volumen  de  aire  insuflado  y  representa  gráficamente,  en  una  pantalla 
acoplada  al  dispositivo,  la  curva  inspiratoria  correspondiente.  Segundos  antes  de  la 
adquisición, a  cada  ratón  se  le administra una dosis de  relajante muscular  (Nimbex; 
Glaxosmithkline)  para  detener  momentáneamente  la  respiración  espontanea  del 














sesión  de  exposición  al  humo  de  tabaco,  y  después  de  finalizar  los  estudios 




extracción  y  almacenados  posteriormente  a  ‐80ºC  para  futuros  experimentos 
bioquímicos.  Los  bloques  pulmonares  de  los  otros  5  ratones  fueron  fijados  por  vía 
intra‐traqueal durante 24 horas con formalina al 4% (Sigma‐Aldrich, Co.) a una presión 








La  morfometría  pulmonar  se  evaluó  sobre  cortes  de  5  µm  teñidos  con 
hematoxilina‐eosina (Sigma‐Aldrich), obtenidos a partir de  los pulmones previamente 
fijados e incluidos en bloques de parafina. Para visualizar las imágenes se empleó una 







Leica  Microsystems).  Este  programa  detecta,  por  la  diferencia  de  contraste,  los 
espacios alveolares dentro de un campo seleccionado al azar en un corte histológico. 
Antes  de  cuantificar  los  espacios  alveolares,  es  necesario  limpiar  manualmente  la 
imagen  para  eliminar  posibles  artefactos  que  den  lugar  a  un  análisis  erróneo. 
Finalmente, el programa determina el número de espacios alveolares en cada imagen, 
junto  con  el  valor medio  de  Lm  y  AIA.  Por  cada  ratón  se  analizaron  18  imágenes 








mediante  la  técnica  de  Inmunohistoquímica.  Para  ello,  cortes  de  5  µm  fueron 
desparafinados  a  61ºC  durante  2  horas  y  rehidratados mediante  baños  seriados  en 
etanol  a  concentraciones  decrecientes  dejando  los  cortes  finalmente  en  agua 
destilada. Para  inhibir  la peroxidasa endógena,  los cortes permanecieron 30 minutos 
en  una  solución  de  agua  oxigenada  (Sigma‐Aldrich)  al  3%  en  metanol.  Para  la 




1:100;  Sigma‐Aldrich)  durante  toda  la  noche  a  4ºC  y  en  cámara  húmeda.  Al  día 
siguiente, se retiró el anticuerpo primario y se  incubaron  los cortes con el anticuerpo 
secundario  conjugado  con  biotina  (Novus  Biologicals)  durante  30  minutos  a 
temperatura  ambiente  y  en  cámara  húmeda.  Para  aumentar  la  señal  positiva  para 
PCNA, los cortes se incubaron con una solución de avidina/biotina conjugadas a su vez 
con peroxidasa (Vectastain Elite ABC solution; Vector Laboratories) durante 30 minutos 
a  temperatura  ambiente.  Después,  los  cortes  se  incubaron  con  el  sustrato  de  la 






concentraciones  crecientes  y  se  montaron  con  medio  de  montaje  (DPX,  Fisher 
Scientific).  Para  establecer  los  controles  negativos  de marcaje,  se  siguió  el mismo 
protocolo, pero en  lugar de  incubar con anticuerpo primario, se  incubaron  los cortes 
únicamente  con  la  solución  de  dilución  del  anticuerpo.  Para  cuantificar  las  células 



















Para  la  inmunodetección  de  las  proteínas  de  interés  se  emplearon  20 µg  de 
extracto total de proteína solubilizados en buffer de carga y desnaturalizados a 95ºC 
durante 5 minutos. Las proteínas se sometieron a electroforesis SDS‐PAGE en geles al 
10%  de  poliacrilamida.  Después  se  trasfirieron  a  membranas  de  PVDF  (Millipore) 
mediante  trasferencia  en  húmedo,  a  100  voltios  durante  1  hora.  Posteriormente, 
dichas membranas fueron bloqueadas durante 1 hora en TBS (9% NaCl + Tris‐HCl 1M 








Biolegend)  durante  1  hora  y  a  temperatura  ambiente.  Para  visionar  las  bandas,  se 
empleó un  kit para  la detección de quimioluminiscencia  (ECL Plus; GE Healthcare)  y 
para  densitometrar  las  bandas  se  utilizó  el  programa  Quantity‐One  (Bio‐Rad).  Las 













MMP‐12  1:2000  45  Novus Biologicals 
VEGF  1:400  28  Novus Biologicals 
Nrf2  1:1000  68  Novus Biologicals 
TIMP‐1  1:250  23  R&D Systems 
TIMP‐2  1:250  22  Biolegend 
PCNA  1:500  31  Sigma‐Aldrich 
3‐NT  1:200  ‐  Santa Cruz Biotechnology 















Los  bloques  pulmonares  conservados  a  ‐80ºC  fueron  triturados  de  forma 
mecánica sin perder  la cadena de  frío y posteriormente se homogeneizaron en trizol 
(TRI‐REAGENT™; Sigma‐Aldrich) a  razón de 50 µg de  tejido en 1 ml de  trizol. Para  la 
extracción de ARN, se añadió cloroformo en la proporción de 200 μl por cada 1 ml de 
trizol,  se mezclaron  bien  y  se  dejaron  reposar  durante  15 minutos  a  temperatura 




se  volvieron  a  centrifugar  a  12,000xg  durante  10  minutos  a  4ºC  descartando  el 
sobrenadante. El precipitado que quedó en el fondo de cada tubo, se resuspendió en 
etanol  al  75%  y  se  centrifugó  a  7.500xg  durante  5  minutos  a  4ºC.  Finalmente  se 
descartó el sobrenadante con cuidado de no arrastrar el precipitado y las muestras se 
dejaron secar para posteriormente ser  resuspendidas en agua DEPC. Para conocer  la 









concentraciones de reactivos  indicadas en  la tabla 4. La mezcla de reacción se  incubó 
bajo  las  siguientes  condiciones:  a  25ºC  durante  10  min,  a  37ºC  durante  2  horas 























Biosystems).  Para  amplificar  los  fragmentos  de  ADNc,  se  utilizaron  sondas 
prediseñadas (Taqman® gene expression assays; Applied Biosystems) y específicas para 
cada uno de los genes estudiados (tabla 5). Las muestras se analizaron por triplicado y 












el  test  no  paramétrico  de  Mann‐Whitney,  adecuado  para  comparar  grupos 





GENES  Gen Bank ID  Taqman® gene expression assay ID  fluoróforo 
Mmp9  NM_013599.3  Mm00442991_m1  FAM 
mmp2  AK148184.1  Mm00439507_m1  FAM 
Timp1  NM_001044384.1  Mm00441818_m1  FAM 
Timp2  NM_011594.3  Mm00441825_m1  FAM 






























Para evaluar  los efectos de  la  inhalación del humo de  tabaco durante  todo el 
periodo  de  exposición,  se  realizó  un  seguimiento  de  la  evolución  del  peso  de  los 
ratones.  Así,  observamos  que  en  los  animales  que  fueron  expuestos  al  humo  de 
tabaco,  la ganancia de peso fue significativamente más  lenta ya al tercer mes (28,9 ± 
0,31  gr),  en  comparación  con  el  grupo  expuesto  a  aire  ambiental  (30,13  ±  0,51  gr). 
Además, en los ratones expuestos al humo de tabaco, la ganancia de peso se estabilizó 
desde el tercer mes hasta el final del periodo de exposición, mientras que en el grupo 




























como  una  función  pulmonar  normal  (Vmax  =  1,29  ±  0,058  ml)  (Figura  6).  Por  el 
contrario,  los  ratones  expuestos  al  humo  de  tabaco  presentaron  un  aumento 
significativo  del  tamaño  de  los  espacios  alveolares  (Lm  =  41,88  ±  0,64  µm;  AIA  = 
1.587,19 ± 59,54 µm2) con la consecuente pérdida de función pulmonar (Vmax = 1,39 ± 
0,031 ml).  Sin  embargo,  cuando  los  ratones  expuestos  al  humo  de  tabaco  fueron 
tratados  con  LGF durante  las dos  semanas posteriores  al periodo de exposición,  los 
cambios  tanto  morfológicos  como  funcionales  revirtieron  alcanzando  valores 
semejantes a los observados en el grupo control (Lm = 32,04 ± 0,35 µm; AIA = 517,18 ± 


















La  activación  desmesurada  de  las MMPs  supone  la  destrucción  de  la matriz 
extracelular  contribuyendo  al  agrandamiento  de  los  espacios  alveolares.  En 
condiciones fisiológicas normales, los inhibidores de las MMPs (TIMPs) son capaces de 
Figura  6.  Agrandamiento  de  los  espacios  alveolares.  (A)  Imágenes  representativas  de  cortes 
histológicos  teñidos  con H&E.  Barras  de  escala  =  50  µm.  (B)  gráfico  que  representa  el  valor 
medio correspondiente al área interna alveolar. (C) representación gráfica del valor medio de la 








de  un  contexto  patológico  como  ocurre  en  individuos  con  enfisema.  En  nuestro 
modelo  de  enfisema  experimental,  la  actividad metaloproteásica,  analizada  in  vivo 
mediante  imagen molecular  de  fluorescencia,  estaba  dos  veces más  elevada  en  los 
ratones  expuestos  al  humo  de  tabaco  en  comparación  con  el  grupo  control.  Sin 
embargo,  cuando  los  ratones  expuestos  al  humo  de  tabaco  fueron  tratados 
posteriormente  con  LGF,  observamos  un  descenso  en  la  actividad metaloproteásica 



















Como  se  explica  anteriormente,  el  desequilibrio  proteasa‐antiproteasa  es  un 
aspecto  importante  para  el  desarrollo  de  enfisema.  En  nuestro modelo  animal  de 
enfisema,  quisimos  analizar  la  expresión  a  nivel  de  ARNm  tanto  de  las MMPs más 
relevantes en el desarrollo de enfisema  (MMP‐9 y MMP‐2), como de sus  inhibidores 
TIMP‐1 y TIMP‐2 y  comparar a  su vez estos  resultados  con  los  resultados obtenidos 
previamente  de  la  actividad  metaloproteásica  in  vivo.  Los  resultados  obtenidos 
mediante PCRq  revelaron que  la expresión del  gen Mmp9 estaba disminuida en  los 
ratones  expuestos  al  humo  de  tabaco  y  tratados  con  LGF  posteriormente,  en 
comparación  con  el  grupo  tabaco  sin  tratamiento  con  LGF  (Figura  8A).  Además, 
comparando  los mismos grupos, observamos que  la expresión de  los genes Timp1 y 












5. EL  DESCENSO  DE  LA  ACTIVIDAD  DE  LAS  MMPs  CORRELACIONA  CON  UN 
DESCENSO EN LOS NIVELES DE MMP‐12 
 
Un  inconveniente de  la  sonda MMPSense™680 es que no es activable por  la 
MMP‐12,  por  lo  que  recurrimos  a  la  técnica  de Western‐blot  para  determinar  los 
niveles de esta proteína en el tejido pulmonar de  los ratones pertenecientes al grupo 
control, grupo tabaco y grupo tabaco + LGF. Los resultados revelaron que los niveles de 
MMP‐12  en  los  pulmones  de  los  ratones  expuestos  al  humo  de  tabaco  eran 
ligeramente mayores que en el grupo control, aunque la diferencia no fue significativa. 






inhibidores. Así, observamos que  la  relación MMP‐12/TIMP‐1 era  ligeramente mayor 
en  el  grupo  expuesto  al  humo  de  tabaco  que  en  el  grupo  control,  aunque  las 
diferencias  no  fueron  significativas  (Figura  9C).  En  cambio,  no  vimos  diferencias 
sustanciales entre  los dos grupos al analizar  la  relación MMP‐12/TIMP‐2  (Figura 9D). 
Sin  embargo,  en  el  grupo  expuesto  al  humo  de  tabaco  y  tratado  después  con  LGF 
vimos que  las  relaciones MMP‐12/TIMP‐1 y MMP‐12/TIMP‐2 eran aproximadamente 











(B)  Representación  gráfica  de  los  niveles  de MMP‐12  analizados mediante western‐blot.  Los 











En  estudios  previos  en  otros modelos  de  enfermedades,  se  han  descrito  las 
propiedades  mitogénicas  del  LGF.  Por  este  motivo,  en  nuestro  estudio  quisimos 







Figura 10. Niveles de VEGF y PCNA en  tejido pulmonar. Los  resultados  se muestran en % 





el  grupo  control  (Figura  10A).  En  cuanto  a  la  expresión  de  PCNA,  los  niveles 
incrementaron aproximadamente un 40% en los ratones expuestos al humo de tabaco 






















de  marcadores  de  proliferación,  quisimos  determinar  sobre  qué  población  celular 
estaba ejerciendo el tratamiento con LGF, su acción proliferativa. Para ello localizamos 
















Para  estudiar  si  el  tratamiento  con  LGF  podría  tener  efectos  sobre  el  estrés 
oxidativo generado en  los pulmones, estudiamos  los niveles de 3‐nitrotirosina  (3‐NT) 
como marcador de estrés oxidativo y el factor de transcripción Nrf2 como marcador de 
respuesta  antioxidante  mediante  western‐blot.  Lo  que  observamos  fue  que  la 
exposición  a  largo  plazo  al  humo  de  tabaco,  provocó  un  incremento  del  20% 
aproximadamente de  los niveles de 3‐NT con respecto al grupo control. Sin embargo, 
Figura 11. Análisis de  la proliferación celular. Imágenes representativas de  los grupos 
tabaco  (A)  y  tabaco  +  LGF  (B)  correspondientes  a  cortes  histológicos  con  tinción 
específica para PCNA. Las flechas señalan células PCNA+. En la imagen (B) se resalta un 







de  3‐NT  descendieron  a  niveles  semejantes  a  los  observados  en  el  grupo  control 
(Figura 12A). Del mismo modo, los resultados no mostraron variaciones en los niveles 
de Nrf2 en  los  ratones expuestos al humo de  tabaco  con  respecto al grupo  control, 






Figura  12. Niveles  de  3‐NT  y Nrf2  en  tejido  pulmonar.  Los  resultados  se muestran  en % 




























En  este  trabajo,  hemos  estudiado  el  efecto  del  tratamiento  con  LGF  sobre 
ratones  con  daño  pulmonar  previamente  inducido  mediante  exposición  crónica  al 
humo de  tabaco. El  interés por comprobar cuáles pueden ser  los efectos del LGF en 
nuestro  modelo  animal  reside  en  el  hecho  de  que  en  trabajos  previos  se  ha 
demostrado el efecto positivo del LGF en otros modelos de enfermedades. Dentro de 
este marco,  comprobar  si  el  LGF  activa  procesos  de  reparación  tisular  en  el  tejido 
pulmonar  dañado,  serviría  para  esclarecer  las  incógnitas  que  actualmente  existen 
sobre  la  posibilidad  de  revertir  el  enfisema,  hecho  que  a  día  de  hoy  no  se  ha 
conseguido con los tratamientos desarrollados hasta el momento. 
 




periodo de exposición, parte de  los ratones  fueron  tratados con LGF durante  las dos 
semanas siguientes constituyendo el grupo tabaco + LGF. Los ratones del grupo tabaco 
desarrollaron  enfisema  determinado mediante  la  observación  de  un  agrandamiento 
significativo  de  los  espacios  alveolares  y  pérdida  también  de  función  pulmonar.  Sin 
embargo, en  los  ratones del grupo  tabaco + LGF no observamos diferencias ni en  la 
arquitectura ni en  la función pulmonar con respecto al grupo control  inicial. Además, 
las  alteraciones  observadas  en  los  ratones  expuestos  al  humo  de  tabaco, 
correlacionaron con un aumento de  la actividad de  las MMPs y de  la expresión de 3‐
NT, así como con un descenso en los niveles de VEGF en relación al grupo control. Por 
el  contrario, en aquellos  ratones del grupo  tabaco que  fueron  tratados después  con 
LGF, observamos un descenso de la actividad de las MMPs y de los niveles de 3‐NT, así 
como  un  incremento  de  los  niveles  de  PCNA,  VEGF  y  Nrf2  que  a  continuación  se 
discuten.  Por  lo  tanto,  nuestro  estudio  destaca  que  la  administración  de  LGF  en 










El  desarrollo  de  la  EPOC  está  condicionado  por múltiples  factores.  Por  este 




deriva  en  el  desarrollo  de  tolerancia  inmunológica  (12).  En  este  aspecto,  ambos 
modelos  no  reflejan  correctamente  el  carácter  progresivo  y  lento  de  la  respuesta 
inflamatoria que  tiene  lugar en el desarrollo de  la EPOC  (8, 41). Por el  contrario,  la 
ventaja que  tiene nuestro modelo de enfisema  reside en que utilizamos el humo de 
tabaco, considerado el principal agente causante de  la enfermedad. De este modo,  la 









observa ninguna anomalía al  respecto. Resultados  similares  fueron publicados en un 
estudio llevado a cabo por nuestro grupo en colaboración con la Dra. Barreiro (4), en el 
que  ratones expuestos  al humo de  tabaco dejaron de  ganar peso  también  al  tercer 
mes, permaneciendo estable hasta el final del periodo de exposición. En este sentido, 
podemos confirmar que en este estudio, el humo de tabaco ejerció acción dañina en 














enfisema  inducido  por  elastasa  instilada,  promovía  la  recuperación  de  la  lesión 
pulmonar (82), aunque los resultados no llegaron a ser confirmados en otros modelos 
(45). En nuestro grupo, en un estudio previo se analizaron  los efectos de otro posible 
agente  terapéutico  como  es  la  N‐acetilcisteina  (NAC),  cuya  administración  en  ratas 
expuestas al humo de tabaco, inducía una mejora de las alteraciones morfológicas y se 
corregían  problemas  en  la  distribución  de  la  ventilación  pulmonar  (112).  Más 
recientemente,  el  empleo  de  factores  de  crecimiento  ha  surgido  como  una  nueva 
estrategia para desarrollar posibles tratamientos contra  la EPOC (23). Por ejemplo,  la 
administración de KGF en ratones con enfisema  inducido por elastasa pareció reducir 
el  agrandamiento  de  los  espacios  alveolares  en  ratones  C57BL/6j  (101). Del mismo 
modo  pero  siguiendo  una  estrategia  diferente,  el  HGF  indujo  una  mejoría  de  las 
alteraciones  enfisematosas  en  ratas  transgénicas  que  sobre‐expresaban  el  gen  que 
















proteasas  (TIMPs).  Sin  embargo,  en  un  contexto  patológico  como  el  enfisema,  este 








tabaco  de  forma  crónica,  existe  un  incremento  de  la  actividad metaloproteásica,  la 
cual  desciende  cuando  los  ratones  expuestos  al  humo  de  tabaco  son  tratados 
posteriormente con LGF. La aplicación de técnicas de  imagen para  la detección de  la 
actividad de las MMPs in vivo ya fue aplicada anteriormente en otro estudio realizado 
por nuestro grupo en otro modelo de daño pulmonar (97). Por lo tanto demostramos 
que  ésta  técnica  es  una  herramienta  muy  útil  para  hacer  un  seguimiento  de  la 





MMP‐9  con  respecto  al  grupo  tabaco  que  no  recibió  tratamiento  y  que  al mismo 
tiempo  hubo  un  incremento  de  la  expresión  de  TIMP‐1  y  TIMP‐2.  Sin  embargo,  no 















los  ratones  expuestos  al  humo  de  tabaco  que  recibieron  tratamiento  con  LGF,  los 
niveles eran menores con respecto al grupo de ratones expuestos al humo de tabaco 










humo de  tabaco, da  lugar a  la destrucción del epitelio alveolar y  la  red de  capilares 




un  descenso  de  la  expresión  de  VEGF,  el  cual  actúa  como  un  agente  mitógeno 
promoviendo  la supervivencia y diferenciación de células del endotelio y del epitelio 
alveolar  (14, 40). De hecho, en un estudio en  ratas se comprobó que el bloqueo del 




que  la exposición de  ratones al humo de  tabaco  también  indujo un descenso de  los 
niveles  de  VEGF  en  los  pulmones,  correlacionando  este  dato  con  los  resultados 
morfométricos  y  funcionales.  Además,  cuando  los  ratones  expuestos  al  humo  de 







actividad  del  LGF.  En  este  sentido,  con  respecto  a  los  niveles  de  PCNA,  en  nuestro 







Cuando  un  agente  externo  genera  un  daño  sobre  el  epitelio  alveolar,  los 
neumocitos tipo 2 son capaces de proliferar y diferenciarse en neumocitos tipo 1 para 











partículas  tóxicas  con  una  actividad  oxidante  importante.  Además,  las  células 
inflamatorias reclutadas en el tejido dañado van a liberar también al exterior especies 
reactivas de oxígeno  (ROS)  y de nitrógeno  (RNS)  contribuyendo  al  incremento de  la 
carga oxidativa y nitrosativa en los pulmones (90). Un fenómeno frecuente cuando se 
dan estas circunstancias en un contexto patológico como es el desarrollo de enfisema, 
es  la  interacción  de moléculas  de  óxido  nítrico  (NO)  con  aniones  superóxido  (O2‐) 
dando lugar a la formación de peroxinitrito (ONOO‐), el cual puede inducir la oxidación 
de  diversas  lipoproteínas  (actividad  oxidante)  y  la  nitración  de  residuos  de  tirosina 
presentes en muchas proteínas (actividad nitrante). Detectar los niveles de este radical 




como  un  marcador  indirecto  del  estrés  oxidativo  y  nitrosativo  (133).  En  nuestro 
modelo  animal  de  enfisema,  los  ratones  expuestos  al  humo de  tabaco presentaban 
niveles  elevados  de  este  residuo  con  respecto  al  grupo  control.  Estos  resultados 
concuerdan con otro estudio donde se publicó que en ratones expuestos al humo de 
tabaco,  los  niveles  de  3‐NT  eran mayores  que  en  el  grupo  control  y  que  a  su  vez 








Por  otro  lado,  en  relación  a  la  respuesta  antioxidante  que  se  activa  cuando 
aumenta  el  estrés  oxidativo,  observamos  que  en  los  ratones  expuestos  al  humo  de 
tabaco,  los  niveles  de Nrf2,  el  cual  es  un  factor  de  trascripción  capaz  de  activar  la 
expresión  de  la  gran mayoría  de  genes  implicados  en  la  respuesta  antioxidante,  no 
aumentaban  en  respuesta  al  estrés  oxidativo.  La  relevancia  que  tiene  Nrf2  en  el 
desarrollo de enfisema ha sido previamente descrita en un estudio en ratones donde 




en  la  respuesta  antioxidante,  sino  también  en  la  regulación  de  la  respuesta 
inflamatoria  y  el  equilibrio  proteasa‐antiproteasa  (58).  En  este  sentido,  cuando  los 
ratones  expuestos  al  grupo  tabaco  fueron  tratados  con  LGF,  observamos  que  los 
niveles de Nrf2  incrementaban con  respecto al grupo que no  recibió  tratamiento. La 
capacidad  del  LGF  como  bloqueante  de  radicales  libres  favoreciendo  la  respuesta 















 En  hígado,  se  ha  visto  que  la  actividad  mitogénica  del  LGF  depende  de  la 
estimulación  transitoria  a  nivel  local  de  TNF‐α  producido  por  células 
endoteliales (36). 
 






 La  administración de  LGF, promueve  la expresión de una amplia  variedad de 








algunas  limitaciones. En cuanto al modelo animal, hemos elegido  la cepa C57BL6/j,  la 
cual  se  ha  descrito  como  una  cepa  susceptible  al  daño  pulmonar  por  exposición  al 





que de verdad ocurre en personas con EPOC, puesto que  los daños  inducidos en  los 
animales no  llegan a reflejar  la verdadera complejidad de  la enfermedad. En segundo 
lugar, para evaluar  la  calidad de  la  función pulmonar nos basamos en el parámetro 
Vmax, el cual aporta una idea aproximada de la calidad de la función pulmonar a pesar 
de que  su valor  corresponde a  la distensibilidad estática a una presión  concreta. En 
este  aspecto,  el  estudio  de  otros  parámetros  complementarios,  aportarían  en 
conjunto,  resultados  más  precisos  y  detallados  acerca  del  estado  de  la  función 
pulmonar. En tercer  lugar, a pesar de que  los resultados del estudio reflejan cambios 
sustanciales  a nivel pulmonar por  la  administración de  LGF  en  ratones previamente 
expuestos al humo de tabaco,  los cuales correlacionaron con una mejora tanto de  la 
arquitectura como de la función pulmonar, es importante destacar que los resultados 
recogen  aspectos  aislados  de  un  proceso mucho más  complejo.  En  este  sentido,  el 
desarrollo  en  un  futuro  de  nuevos  experimentos,  servirá  para  profundizar  con más 






































 Favorece  el  descenso  de  la  carga  oxidante  generada  en  los  pulmones 
mediante la regulación de la respuesta antioxidante orquestada por Nrf2. 
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